Protocolo para conservação in vitro por crescimento lento de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes). by LEDO, A. da S. et al.
Protocolo para conservação in vitro 
por crescimento lento de mangabeira 
(Hancornia speciosa Gomes)
115
ISSN  1678-1937
Dezembro, 2011
Aracaju, SE
Comunicado
Técnico
A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma espécie 
nativa encontrada em várias regiões do país e apresenta o 
maior potencial de uso imediato entre as fruteiras nativas 
da região Nordeste (FERREIRA et al., 2005). Nessa região 
está ocorrendo erosão genética em muitas populações 
nativas da espécie, em consequência, principalmente 
da ocupação imobiliária de áreas remanescentes de 
mangabeira (SILVA JUNIOR et al. (2006). Dessa forma. 
ressalta-se a necessidade de métodos de conservação 
eficientes que possam minimizar os riscos de extinção 
dessa espécie.
A conservação de germoplasma de mangabeira em campo 
já é realizada por órgãos de pesquisa em alguns estados 
nordestinos. A Embrapa Tabuleiros Costeiros possui um 
Banco Ativo de Germoplasma com acessos coletados nas 
regiões Nordeste, Norte e Centro-Oeste. Entretanto, a 
vulnerabilidade que os acessos apresentam nesse tipo de 
conservação é alta, principalmente devido a incidência de 
pragas e doenças, intempéries, alto custo de manutenção 
dente outros fatores, o que ressalta a necessidade 
do desenvolvimento de técnicas complementares de 
conservação. Como a formação de bancos de sementes 
dessecadas de mangabeira mantidas em condições de 
baixa temperatura é inviável devido à recalcitrância das 
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sementes, a conservação in vitro pode ser considerada 
potencial.
A manutenção de coleções in vitro tem sido considerada 
como um método complementar à conservação de 
germoplasma em campo, especialmente para espécies 
propagadas vegetativamente e para espécies que 
não podem ter suas sementes conservadas a baixa 
temperatura e umidade, como as da mangabeira.
A conservação de plantas in vitro se baseia no cultivo 
das coleções em laboratórios, a partir da técnica de 
cultura de tecidos, permitindo a rápida multiplicação 
e armazenamento de germoplasma de plantas em 
ambiente asséptico, livre de patógenos. Nas condições 
de crescimento lento, a conservação de germoplasma 
in vitro pode ser feita a partir de mudanças no ambiente 
de cultivo para desacelerar ou suprimir totalmente o 
crescimento das células, tecidos e órgãos (WITHERS; 
WILLIAMS, 1998). 
Assim, o objetivo desta publicação é descrever um 
protocolo adequado para conservação in vitro por 
crescimento lento de segmentos nodais e microestacas 
de mangabeira, a partir de estudos realizados pelo 
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Laboratório de Cultura de Tecidos de Plantas da Embrapa 
Tabuleiros Costeiros.
Obtenção do materia vegetal a ser 
conservado
a) As sementes que originarão as plântulas assépticas 
doadoras de explantes deverão ser extraídas de frutos 
sadios e maduros (Figura 1), que caem naturalmente de 
plantas matrizes livres de pragas e doenças. 
Frutos colhidos próximos à maturação, também chamados 
“de vez”, podem ser utilizados, mas a retirada das 
sementes deve ser feita após a maturação completa. 
Os frutos devem ser colocados em uma peneira debaixo 
de água corrente e macerados até a retirada de toda a 
polpa e de resíduos de látex (Figura 2). 
Em seguida, as sementes são mantidas sobre papel 
absorvente ou jornal à sombra por 24 horas. Após 
esse período, devem ser descartadas as imaturas, mal 
formadas ou doentes. 
Preparo de meio de cultura de germinação, 
desinfestação e inoculação de sementes 
para obtenção de plântulas de mangabeira 
assépticas
a) O meio de cultura MS, Tabela 1, (MURASHIGE; 
SKOOG, 1962) deverá ser preparado com 3% de 
Figura 1. Frutos maduros e macerados de mangabeira.
sacarose e gelificado com 0,6% de ágar ou 0,3% de 
Phytagel® e pH ajustado para 5,8 (LÉDO et al., 2007). 
Em seguida, o meio de cultura deve ser distribuído em 
frascos de vidro transparente com capacidade de 250 
mL, do tipo “maionese” (30 mL/frasco) ou em tubos de 
ensaio 20 x 150 mm (25 mL/tubo), vedados com tampas 
plásticas ou de papel alumínio, e autoclavados por 18 
minutos a 1,1Kgf cm-2, em temperatura de 121 °C. 
b) Em câmara de fluxo laminar, as sementes deverão 
ser previamente tratadas com solução de antibiótico 
rifampicina 300 mg L-1 por 10 minutos, em seguida, 
desinfestadas com a imersão em álcool etílico a 70% 
(v/v) por um minuto, imersão em hipoclorito de sódio a 
1-1,25% por 20 minutos e lavadas três vezes com água 
destilada estéril.
c) As sementes devem ser inoculadas com auxílio de 
pinça individualmente nos tubos de ensaio, ou em número 
de três nos frascos de vidro, na posição horizontal (Figura 
3).
Figura 2. Extração da polpa e do látex das sementes.
Componentes
Concentração
mg L-1 mM
Macronutrientes
NH4NO3          1.650         20,6
KNO3          1.900         18,8
CaCl2.2H2O 440           3,0
MgSO4.7H2O 370           1,5
KH2PO4 170           1,25
Micronutrientes
MnSO4.4H2O           22,3           0,100
ZnSO4.7H2O 8,6           0,030
H3BO3 6,2           0,100
KI   0,83 0,0005
Na2MoO4.2H2O   0,25 0,0001
CuSO4.5H2O     0,025 0,0001
CoCl2.6H2O     0,025 0,0001
FeEDTA
Na2EDTA.2H2O           37,3           0,10
FeSO4.7H2O           27,8           0,10
Vitaminas
Tiamina - HCl 0,1 0,0003
Piridoxina - HCl 0,5 0,0024
Ácido nicotínico 0,5 0,0040
Glicina 2,0 0,0270
Mio-Inositol 100           0,05
Sacarose        30.000         87,6
Tabela 1. Componentes do meio de cultura básico de Murashige 
& Skoog (MURASHIGE; SKOOG, 1962).
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d) As culturas devem ser mantidas até a germinação 
completa (Figura 3), por um período de 60 dias, em sala 
de crescimento com temperatura controlada de 27 ± 2 
°C, sob condições de fotoperíodo de 12 horas (52 µmol  
m-2 s-1 de irradiância). 
Preparo de meio de cultura de conservação, 
excisão e transferência de segmentos 
nodais de mangabeira
a) O meio de conservação por crescimento lento 
para segmentos nodais deverá ser preparado com a 
concentração de macro e micronutrientes e vitaminas 
do meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) 
suplementado com 1 mg L-1 de ácido indol acético (AIA) 
e 1 mg L-1 de benzilaminopurina (BAP), sem sacarose, na 
presença de 10 ou 20 g L-1 de sorbitol e gelificado com 
0,6% de ágar ou 0,3% de Phytagel® e pH ajustado para 
5,8 (SÁ et al., 2011). 
b) Em seguida, o meio de cultura deve ser distribuído em 
tubos de ensaio de 35 x 127 mm (25 mL/tubo), vedados 
com tampas plásticas e autoclavados por 18 minutos a 
1,1Kgf cm-2, em temperatura de 121 °C. 
c) os segmentos nodais com 2 cm de comprimento 
deverão ser excisados de plântulas assépticas de 
mangabeira de 60 dias de idade, com auxílio de pinça e 
bisturi e inoculados diretamente nos tubos de ensaio na 
posição vertical (um/tubo de ensaio) (Figura 4).
d) As culturas devem ser mantidas por até 180 dias em 
sala de crescimento com temperatura controlada de 27 ± 
2 °C, sob condições de fotoperíodo de 12 horas (52 µmol 
m-2s-1 de irradiância). 
Preparo de meio de cultura de conservação, 
excisão e transferência de microestacas de 
mangabeira
a) O meio de conservação por crescimento lento para 
microestacas deverá ser preparado com a concentração 
de macro e micronutrientes e vitaminas do meio de 
cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado 
com 1 mg L-1 de ácido indol acético (AIA), 1 mg L-1 de 
benzilaminopurina (BAP), 3% sacarose, na presença de 
0,5 g L-1 de ácido abscísico (ABA) e gelificado com 0,6% 
de ágar ou 0,3% de Phytage® e pH ajustado para 5,8 (SÁ 
et al., 2011). 
b) Em seguida, o meio de cultura deve ser distribuído em 
frascos de vidro transparente com capacidade de 250 mL, 
do tipo “maionese” (30 mL/frasco) e autoclavados por 18 
minutos a 1,1 Kgf cm-2, em temperatura de 121°C. 
c) as microestacas com aproximadamente 7 cm de 
comprimento deverão ser excisadas de plântulas 
assépticas de mangabeira de 60 dias de idade com auxílio 
de pinça e bisturi e inoculadas diretamente  nos frascos 
na posição vertical (Figura 5).
d) As culturas devem ser mantidas por até 180 dias em 
sala de crescimento com temperatura controlada de 27 ± 
2 °C, sob condições de fotoperíodo de 12 horas (52 µmol 
m-2  s-1 de irradiância). 
Preparo de meio de cultura de retomada do 
crescimento e transferência de segmentos 
nodais e microestacas de mangabeira
a) O meio de retomada do crescimento para segmentos 
nodais e microestacas deverá ser preparado com a 
concentração de macro e micronutrientes e vitaminas 
do meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) 
Figura 3. Etapas da germinação in vitro da mangabeira.
Figura 4. Segmento nodal em meio de conservação.
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Figura 5. Microestacas de mangabeira inoculadas em meio de 
conservação na presença de 0,5 g L-1 de ABA.
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suplementado com 1 mg L-1 de ácido indol acético (AIA) e 
1 mg L-1 de benzilaminopurina (BAP), com 3% sacarose, 
gelificado com 0,6% de ágar ou 0,3% de Phytagel® e 
pH ajustado para 5,8 (SANTOS et al., 2010; SÁ et al., 
2011). 
b) Em seguida, o meio de cultura deve ser distribuído 
em frascos com capacidade máxima de 250 mL 
tipo “maionese” (30 mL/frasco) com tampa plástica 
e autoclavados por 18 minutos a 1,1Kgf cm-2, em 
temperatura de 121 °C. 
c) os segmentos nodais e microestacas submetidos a 
condições de crescimento lento deverão ser transferidos 
na posição vertical para o meio de crescimento, com 
auxílio de pinça (Figura 6).
d) As culturas devem ser mantidas em sala de 
crescimento com temperatura controlada de 25 ± 2 °C, 
dispondo de luminosidade (38 µmol m² s-1) fornecida por 
lâmpadas fluorescentes tipo luz do dia, e fotoperíodo de 
16 horas de luz e após 60 dias poderão ser repicadas para 
novo meio de cultura para fins de micropropagação.
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Figura 6. Segmento nodal em fase de retomada do crescimento.
